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DODANI A SKLADOVANI

GynTect® Kit se prepravuje pfi pokojové teploté. Dodrzeni meze teploty je monitorovano teplotnim
indikatorem. Barvu tohoto indikatoru zkontrolujte ihned po obdrzeni soupravy (viz Obrazek 1) a ovérte
také, zda jsou sekundarni baleni, uzavér a primarni baleni neposkozené. Soupravu je nutno ihned po
prevzeti ochladit na 2 - 8 °Ca uchovavat tak, aby byla chranéna pred svétlem. Pfi dodrzeni prepravnich
a skladovacich podminek je GynTect® Kit a jeji soucasti mozné pouzivat az do uvedeného data
pouzitelnosti. Za téchto skladovacich podminek plati datum pouzitelnosti i pro oteviena Cinidla.

Obrazek 1 Kontrola teploty béhem prepravy

Tepelny indikator v GynTect® Kit umoZriuje sledovani teploty béhem prepravy. Jasné stfibrny Ctverelek ve stredu indikdtoru
signalizuje, Ze teplota béhem prepravy neprekrocila povolenou hodnotu. Pokud je ale Ctverecek cerny, povolend teplota byla
behem dopravy prekrocena. V takovém pripadeé funkci GynTect® Kit nelze zarucit. Kontaktujte spolecnost oncgnostics GmbH.
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1. URCENYM UCELEM

GynTect® je in vitro diagnosticky kit ureny pro kvalitativni detekci epigenetickych markerd v
bisulfiticky-konvertované DNA z cervikalnich vzorkd Zen s pozitivnim vysledkem HPV testu nebo s
nejasnym nalezem Papova stéru. Pozitivni vysledek testu GynTect® souvisi s pfitomnosti cervikalni
intraepitelialni neoplasie nebo rakovinou délozniho krcku.

Souprava GynTect® je urcena pro pouziti kvalifikovanym personalem obezndmenym s technikami
molekuldrni biologie.

2. KLINICKY VYZNAM

Karcinom délozniho cipku je Ctvrtym nejcastéjSim typem nadoru u Zen na celém svété; kazdy rok je
diagnostikovano > 600 0oo novych pfipadd [1]. U témér vsech pripadd karcinomu délozniho cipku je
zjisténa pretrvavajici infekce vysoce rizikovym kmenem lidského papilomaviru (HPV) [2], coZ ukazuje,
Ze infekce HPV je predpokladem této karcinogeneze. Zeny s negativnim vysledkem testu na HPV maji
extrémné nizké riziko karcinomu délozniho ¢ipku. Je ovsem pravda, ze k prekancerdze nebo karcinomu
nedojde ani u vétsiny Zzen s pozitivnim nalezem. Prekancerdzni Iéze na Cipku se objevuji pouze u cca
15 % Zen infikovanych HPV [3].

Pacientkam s pozitivnim vysledkem HPV testu nebo nejasnym nalezem Pap testu (Pap I, Paplll a
Pap llID1 a D2) m0ze byt doporucen screeningovy test, jako je GynTect®, ktery umozni odhadnout
pravdépodobnost vyskytu karcinomu délozniho Cipku ¢i podobného onemocnéni vyzadujiciho lé¢bu.

Vysledek stanoveni GynTect® se nema pouzivat ke koneénému rozhodnuti o [écbé; je tfeba jej
vyhodnotit spolecné s ostatnimi klinickymi nalezy.

3. PRINCIPU ZKUSEBNI METODY

Zakladem stanoveni je detekce epigenetickych biomarker(, presnéji metylace urcitych oblasti DNA,
které koreluji s vyskytem prekancerdz nebo karcinomu délozniho cipku [4, 5, 6]. Navic jsou analyzovany
také markery specifické pro hydrogensificitan a metylaci. Oblasti markerd pouzité v testu GynTect®
uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1 Prehled oblasti markeri u stanoveni GynTect®

Oznaceni v protokolu Oblast markeru (nazev genu)

ASTNa

DLX1

ITGA4
RXFP3

Marker metylace

SOXay

ZNF671
ACHE
IDS

Kontrolni marker




Detekce marker0 se provadi pomoci vysoce citlivého kvantitativniho stanoveni PCR. Vystupem
kvantitativnich pfristroj0 je hodnota Cp (Cross point, cobas z 480 Analyzer) nebo hodnota Cq (Cycle
quantification, CFXg6 Real-Time PCR Detection System); obé odpovidaji prahové hodnoté cyklu Ct a
jsou takto také niZze oznacovany. Tato hodnota odpovida cyklu pfi kvantitativni PCR, v némz
fluorescence poprvé vystoupa nad definovanou prahovou hodnotu.

Analyza vzorku pacientky pomoci stanoveni GynTect® sestava ze dvou krokd.

Nejprve je DNA ve stéru z délozniho krcku oSetfena reakci s hydrogensifi¢itanem sodnym, pficemz
dojde k ,fixaci" metylace DNA. K purifikaci DNA po konverzi hydrogensifi¢citanem doporucujeme
pouzit kratSi a jednodussi protokol. Po eluci se DNA naredi vodou. Ve druhém kroku je DNA
reakcich specifickych pro metylaci. PGvodné metylované oblasti DNA jsou selektivné amplifikovany
pomoci primerd, které jsou umistény ve zkumavkach v osmizkumavkovém PCR stripu.

Kvantitativni detekce markeru metylace a kontrolnich oblasti se provadi pomoci interkalacniho
fluorescencniho barviva. Navic jsou pridany pozitivni a negativni kontroly pro kontrolu PCR. Poté je
provedena analyza specificka pro stanoveni.

Odbérova a hydrogensific¢itanova souprava nejsou soucasti GynTect® Kit. Specialni produkty pro odbér
vzorkd a oSetfeni hydrogensifi¢itanem se prodavaji samostatné.

Princip testu ukazuje Obrazek 2.
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A: Sbér vzorkd B: Osetreni C: Detekce markerd a
hydrogensifi¢itanem vyhodnoceni PCR
Pfiprava vzorku GynTect®

Obrdzek 2 Oznacovani GynTect® Strips

A: Gynekolog provede ster z déloZniho Cipku pacientky a prevede jej do vzorkového média.

B: Diagnosticka laborator provede konverzi vzorku pacientky hydrogensificitanem.

C: U kazdého vzorku se provddi osm singleplexovych PCR reakci. Hodnoceni se provddi na zakladé detekce interkalacniho
fluorescencniho barviva v mastermixu a definovanych vrcholG denaturacnich krivek.



4. USPORADANI STANOVENI GYNTECT®

4.1. Rozlozeni GynTect® Strips

Kazdy GynTect® Strip obsahuje osm pard primerd k amplifikaci Sesti marker0 specifickych pro metylaci
a dvou kontrolnich marker0. Rozlozeni stripu ukazuje Obrazek 3.

K analyze jednoho vzorku pacientky je nutny Uplny GynTect® Strip.
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Obrdzek 3 Rozlozeni GynTect® Strips
KaZdd z pozic 1-6 na PCR stripech obsahuje primer pro jeden z markerd specifickych pro metylaci. Na pozici ¢islo 7 jsou primery ke
kontrole kvality hydrogensificitanové reakce (ACHE), na pozici 8 pak primery ke kontrole kvality metylace (IDS-M).

4.2. Kontroly

GynTect® Kit obsahuje nékolik kontrol. Tyto kontroly umoznuji sledovanikritickych krokd testu: kvality
vzorku a osetreni hydrogensifi¢itanem (ACHE), stavu metylace vzorku (IDS-M) a kvality PCR reakci.

4.2.1. Kontrola kvality konverze hydrogensifi¢itanem (ACHE)

Tento kontrolni marker ovéfuje Uspésnost konverze vsech nemetylovanych cytosinovych zbytkd na

.....

lidské acetylcholinesterazy (ACHE). Nedostatecnd amplifikace ACHE naznacluje, ze je stanoveni
neplatné a je nutno jej opakovat.

4.2.2. Kontrola kvality metylace (IDS-M)

Tato kontrola umoznuje amplifikaci imprintovaného genu IDS, ktery je metylovan na druhém zenském
chromozomu X (IDS-M). Pokud PCR reakce poskytne hodnotu Cp mezi 20 a 32, je cervikalni vzorek
platny. Pokud nedojde k zadné amplifikaci, stanoveni je nutno pokladat za neplatné a je nutno jej

opakovat.
4.2.3. Pozitivni kontrola

Soucasti soupravy je i kontrolni matrice k ovéreni kvality PCR reakce. Pfi amplifikaci kontrolni matrice
(PC) testu GynTect® Positive Controlby vSech osm markerd mélo poskytnout hodnotu Cp pod 38. PCR
reakce s jinou hodnotou jsou neplatné a je tfeba je opakovat.

4.2.4. Negativni kontrola

Jako negativni kontrola se provadéji reakce s matrici GynTect® Water (NTC — kontrola bez matrice).
Vysledek téchto reakci by mél byt negativni pro vsechny markery. Pokud u nékteré z nich vzniknou
specifické produkty reakce, mohlo dojit ke kontaminaci a stanoveni GynTect® je tfeba opakovat.



5. REFERENCNICH MATERIALU

Nejsou dostupné zadné mezinarodni referencni materialy.

6. OBSAH SOUPRAVY

Tabulka 2 Obsah GynTect® Kit
Soucast Objem/mnozstvi

GTo03-06 GTo03-10

GynTect® Mastermix 2 x PCR mastermix* 1x1,1ml 1x1,1ml
GynTect® Strips STRIPS PCR stripy * 6 strip¥ 10 stripd

na vzorky pacientek
(zelena vicka)

PCR stripy * 3 stripy 1strip
na pozitivni kontroly
(Cervena vicka)

PCR stripy * 3 stripy 1 strip
na negativni kontroly
(zluta vicka)

GynTect® Caps CAPS Stripy s vicky na PCR 12 vickové 12 vickové
stripy stripy

GynTect® Positive Pozitivni kontrola 1x 260 pl 1x 90 pl

Control

GynTect® Water H,O Voda 1x2ml 1x2ml

Navodem k pouziti - Navodem k pouziti 1 1

* Obsahuje viechny slozky potfebné pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) kromé primeru a matrice.
% Obsahuje primery potfebné k PCR.

7. SPOTREBNI MATERIAL A VYBAVENI (NENi SOUCASTi SOUPRAVY)

Stanoveni GynTect® mUze provadét pouze kvalifikovany personal, a to s pomoci uvedeného materialu
a vybaveni. Veskeré laboratorni vybaveni musi byt nainstalovano, udrzovano, pouzivano a kalibrovano
podle pokynd vyrobce.

Pokojovou teplotou se rozumi teplota mezi 15 a 30 °C.

Tabulka 3 Potrebné vybaveni

Vybaveni Katalogové ¢. Objednavky
EpiTect® Fast Bisulfite Kit (10) * Z102 order@oncgnostics.com
ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) - od Hologic Inc.

Cervex-Brush® nebo Cervex-Brush® Combi - od Rovers Medical Devices

* Soupravu EpiTect® Fast Bisulfite Kit (katalogové ¢. QIAGEN: 59802) nezaménujte se soupravou EpiTect® Bisulfite Kit!



Stanoveni GynTect® vyzaduje dale uvedené laboratorni vybaveni a spotfebni material.

- Odstredivka na reakéni zkumavky o,5 ml /1,5 ml, 210 000 g

- Odstredivka na PCR stripy

- Termocykler na reakéni zkumavky o,5 ml

- Vifiva trepacka / trepacka

- Pipety s rdznym rozsahem objemu a pfislusné Spicky s filtrem (sterilni, beze stop DNazy)

- Reakéni zkumavky o,5 ml/ 1,5 ml (beze stop DNazy)

- Stojanek na reakéni zkumavky o,5 ml /1,5 ml

- Nedenaturovany ethanol (96-100 %)

- Pfistroj pro kvantitativni PCR, detek¢ni kanal pro FAM/SYBRGreen
GynTect® Kit byl validovan na pfistrojich:

o cobas z 480 Analyzer (Roche Diagnostics GmbH) s blokem s 96 jamkami, adaptérem
pro PCR stripy a zafizeni LightCycler® 480 SW UDF 2.0.0 (Service Pack 3), vyhodnoceno
sverzi1.5.1.62

o CFXg6 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) s verzi
softwaru CFX Maestro 2.3

o CFX Opus g6 (Dx) Real-Time PCR Detection System™ (Bio-Rad Laboratories, Inc.) s
verzi softwaru CFX Maestro 2.3



8. UCHOVAVANI A DOBA POUZITELNOSTI

PFi spravné prepravé a uchovavani Ize GynTect® Kit a jeho komponenty pouzivat az do uvedeného
data. VSechny reagencie obsazené v soupravé jsou po otevreni stabilni do uvedeného data expirace,
pokud jsou uchovavany za uvedenych podminek a chranény pred kontaminaci (viz Tabulka 4).

Tabulka 4 Teplota skladovani GynTect® Kit a vybaveni neobsaZeného v soupravé

Vybaveni Teplota skladovani ‘
GynTect® Kit 2°Caz8°C
EpiTect® Fast Bisulfite Kit (10) 15°Caz 25°C
s vyjimkou
Spin Columns, DNA Protect Buffer, Buffer BD 2°Caz8°C
ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) 15°Caz30°C
Cervex-Brush® or Cervex-Brush® Combi 15°Caz30°C
9. BEZPECNOSTNIi POKYNY
9.1. Obecné informace

Pfi pouziti modernich metod molekularnibiologie je nutno presné dodrzovat dale uvedené pokyny, aby
byla zajisténa maximalni bezpecnost personalu laboratore a byly dosazeny vysoce kvalitni vysledky:

- Protoze tato souprava vyuzivda molekularné-biologické procesy, jako je konverze
hydrogensificitanem, amplifikace a detekce DNA, je urcena pouze pro diagnostiku in vitro a
ma ji pouzivat pouze personal vyskoleny v laboratornich metodach pro diagnostiku in vitro.

- Pred pouzitim vyrobku si pozorné prectéte navod k pouziti. Je nutné brat v Uvahu pouze
aktualni verzi.

- Pti kazdém kroku noste vhodny laboratorni plast, jednorazové rukavice a v pripadé potieby
i ochranné bryle.

- Vyhnéte se pfimému kontaktu s biologickymi vzorky a dbejte také, aby nedoslo k jejich
vystriknuti nebo rozpraseni.

- Vyhftivané viko a inkubacni blok termocykleru mohou dosahovat teploty az 110 °C. Je zde
nebezpedi popaleni kize. Dodrzujte provozni pokyny pro zafizeni.

- Po manipulaci se vzorky a Cinidly si d0kladné umyjte ruce.

- Nepouzivejte soupravu GynTect®, pokud je baleni ¢inidel porusené. Kontaktujte svého
distributora.

- GynTect® Kit nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti a nepouzivejte prosla cinidla.

- Nemichejte inidla z rdznych Sarzi, a také nemichejte Cinidla ze soupravy s cinidly od jinych
vyrobcd.

- Pouzivejte pouze materidly dodavané se soupravou nebo doporucené jejim vyrobcem.
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- Veskeré vyzadované laboratorni vybaveni musi byt nainstalovano, kalibrovano, pouzivano
a udrzovano podle pokyni vyrobce.

- Pipetovani malych objemd kapaliny (nékolika mikrolitrd) vyzaduje praxi. Ujistéte se, Ze
pipetujete vyzadované objemy mikropipetami co nejpresnéji.

- Je nezbytné dodrzovat relevantni requlacni pozadavky tykajici se obsluhy.

- Pfedpoklada se dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP), jak ji definuje napf. UFad pro
kontrolu potravin a lékd USA (FDA) nebo Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj
(OECD). Konkrétné je tfeba zohlednit doporuceni ohledné provadéni testd s pouzitim
molekularni amplifikace.

- Radné fungovani pfistroji PCR je zaru¢eno pouze za pokojové teploty.
9.2. Oddéleni prostor

Z dbvodu vysoké analytickeé citlivosti PCR je nutno vénovat d0kladnou pozornost dodrzovani Cistoty
soucasti soupravy a vzorkd.

PCR znasobi useky DNA ve vzorku milionkrat az miliardkrat. | to nejmensi mnozstvi produktd PCR
(které se mohou Sifit i formou aerosolu) mUze zpUsobit faleSny vysledek, pokud dojde k jejich prenosu
do materidlu vzorku, do Cinidel pro oSetfeni hydrogensifi¢itanem nebo do ¢inidel PCR v této soupravé.

Proto je Cisty a dobre strukturovany pracovni postup kriticky dlezity pro prevenci nespravnych
vysledkd. Z toho ddvodu je nutné oddélit laboratorni prostory pro pfipravu vzorkd a vlastni PCR. V
kazdém laboratornim prostoru je tfeba zajistit samostatné vybaveni, spotrebni material, laboratorni
plasté a rukavice. Laboratorni plasté, rukavice ani vybaveni nikdy neprenasejte z jednoho prostoru do
druhého. Obrazek 4 ukazuje priklad laboratore rozdélené na dvé samostatné mistnosti. Jeden prostor
je urcen pouze pro oSetreni hydrogensific¢itanem a pfipravu PCR, zatimco ve druhém se provadi PCR.

Mistnost 1 Mistnost 2

N

Obrazek 4 Oddéleni prostor

V 1. mistnosti se provdd osetreni hydrogensiricitanem a pfiprava PCR (idealné v PCR digestofi). Ve 2. mistnosti se provadi PCR,
detekuji markery a analyzuji vysledky.

9.3. Prevence kontaminace
- Béhem vSech krokd je nutno mit na sobé laboratorni plast a jednorazové rukavice.

- Jednorazové rukavice je treba vyménovat ¢asto a pokazdé pfi (podezieni na) kontaminaci
Cinidly nebo materialem vzorku.

- Vsechny povrchy, vybaveni a materidl je treba dekontaminovat vhodnym Eisticim roztokem
(Cinidla pUsobici rozklad DNA).

- Nedotykejte se vnitfku reakénich zkumavek ani jejich vicek.
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9.4.

10.

PFi pipetovani vzdy pouzivejte Spicky s filtrem (beze stop DNazy, RNazy a lidské DNA) k
vylouéeni zkfizené kontaminace aerosoly, které vznikaji béhem pipetovani. Spicky je tfeba
vzdy vyménit mezi jednotlivymi kroky pipetovani.

Je d0lezité provadét negativni kontroly kvili detekci pripadné kontaminace.
Pokyny k manipulaci

Nepouzité soulasti soupravy uchovavejte v pdvodnim baleni az do jejich pouziti.
Veskeré odstredovani se provadi pfi pokojové teploté.

Po oSetfeni hydrogensifi¢itanem je mozno pracovni postup prerusit. V této fazi Ize vzorky
uchovavat jeden tyden pfi teploté 2 - 8 °C. nebo az dva mésice pfi teploté - 15 az - 30 °C.

PFi snimani barevnych vicek ze strip0d pro PCR se nikdy nedotykejte vnitrku vicek; vicka
likvidujte predepsanym zpGsobem.

Béhem celého postupu se nedotykejte GynTect® Strips a GynTect® Caps bez
jednorazovych rukavic; v opac¢ném pripadé mohou vzniknout nespecifické fluorescencni
signaly.

Pokud budou GynTect® Strips a GynTect® Caps oznaceny na nespravnych mistech, mohou
pfi PCR vzniknout nespecifické fluorescencni signaly.

GynTect® Strips a GynTect® Caps jsou urcena k jednomu pouziti a nelze je pouzivat
opakované.

Nepouzité GynTect® Strips a GynTect® Caps uchovavejte v pGvodnim obalu.

LIKVIDACE

Nepouzité GynTect® Kit a jejich soucasti Ize zlikvidovat bez zvlastnich bezpelnostnich opatreni. Se

vzorky pacientek a pouzitymi reakénimi zkumavkami je nutno zachazet jako s infekénim odpadem.

Likvidace veskerych Cinidel musi byt v souladu s platnymi pravnimi predpisy.
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11. PosTuP STANOVENI GYNTECT®

Nasledujici kapitola obsahuje podrobny popis jednotlivych krokd zpracovani, od odbéru vzork( az k
analyze Udaji. GynTect® Kit GToo3-10 obsahuje jednu pozitivni a jednu negativni kontrolu na jedno
méreni GynTect®. VSech deset vzorkd je nutno pouzit v ramci jednoho pracovniho postupu.

11.1. Casovy rozvrh pracovniho postupu

Stanoveni GynTect® |ze provést béhem méné nez 4 hodin, pri¢emz aktivni manipulace vyzaduje
zhruba 2 hodiny. Pfed prvnim pouzitim stanoveni GynTect® si vyhradte priblizné 15 minut na
naprogramovani sablony programu PCR pro stanoveni.

Obrazek 5 ukazuje podrobné body pracovniho postupu.

N
Purifikace Otevienisablonya Export a analyza
[ lzolace vzorku ] konvertované DNA ulozeni vysledkd vysledkd PCR

15 min 30 min 40 min 30 min 5 min 65 min 30 min
Illl+lll» EEEEEEEEENEEEEEEEN

|
Osetfeni DNA ‘ {PFiprava a pipetovani [ Méreni PCR ]

\hydrogensiﬁéitanem pro PCR
S

Legenda
= Aktivniprace
mmmenE Cokani

MoZnost pferuseniprace
Obrazek 5 Casovy rozvrh pracovniho postupu GynTect® GToo3
11.2. Odbér vzorkd

.....

ThinPrep® PreservCyt® (Hologic) a kartacek Cervex-Brush® (Rovers Medical Devices) |ze koupit od
jejich prislusnych vyrobcl. Lékaf ma provadét odbér cervikalniho vzorku podle pokynd vyrobce a v
souladu s obecné pfijimanymi zasadami pro odbér vzorkd cervikalniho stéru [7].

Dulezité upozornéni: Kartacek je nutno po odbéru zlikvidovat; nesmi z0stat ve vzorkovém médiu,
protoze by to ovlivnilo funkci stanoveni GynTect®.

Jako médium pro stér je nutno pouzit roztok ThinPrep® PreservCyt®. Spolehlivost stanoveni GynTect®
nebyla ovérena pfi pouziti jinych odbérovych médii.
Zajisténi dobré kvality vzorku DNA, ktery se bude pouzivat, je dilezitym predpokladem platnosti

stanoveni. Nespravny odbér vzorku, oSetreni hydrogensificitanem a uchovavani DNA mohou vést k
neplatnym nebo i faleSné negativnim vysledkim.

Cervikalnivzorky Ize pfepravovat k testovani do laboratore bez chlazeni. Vzorky |ze uchovavat po dobu
az 1,5 roku priteploté 2 az 30 °C.
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11.3. Priprava vzorku
Nasledujici kroky musi byt provedeny v prostoru pro pripravu vzork{ (1. mistnost).

Dulezité upozornéni: Pokud je kartacek jesté stale v odbérové lahvicce, je nutné jej zlikvidovat pred
zpracovanim vzorku.

1. Vzorek pacientky promichejte na vifivé tfepacce po 5s pfi maximalni rychlosti a 1 ml vzorku
okamzité preneste do 1,5 ml zkumavky.

Pozor: Buriky se velmi rychle usazuji na dné lahvicky. Vzorek pacientky je nutno pouzit do 10 s
po protrepani.

2. Odstredujte vzorek po 5 min pfi 10 000 g.
3. Opatrné odstrante goo pl supernatantu nad peletou. Peletu neodstrarite ani nenaruste.
Pozor: Peleta m0ze byt vice ¢i méné pfilnava v zavislosti na vzorku.

4. Peletu resuspendujte protfepanim po 3 s na vifivé tfepacce. 40 pl resuspendovaného vzorku se

.....

11.4. Osetreni vzorkd hydrogensifi¢itanem

Hydrogensificitanova souprava neni soucasti GynTect® Kit. Validace stanoveni GynTect® byla
provedena se soupravou EpiTect® Fast Bisulfite Kit (10) (Qiagen).

Pozor: POvodni protokol soupravy EpiTect® Fast Bisulfite Kit (10) (Qiagen) byl upraven. Pouziti tohoto
upraveného protokolu je predpokladem dosazeni zde uvedenych funkénich parametrd.

11.4.1.  Konverze DNA hydrogensifi¢itanem
1. Pufry z hydrogensificitanové soupravy pfipravte podle Tabulka 5.

DUlezité upozornéni: Buffer BL se pouziva bez Carrier RNA. Pfi prepravé nebo uchovavani
Buffer BL pfi nizkych teplotach je mozna tvorba srazenin. V takovém pripadé rozpustte
srazeninu opatrnym ohtatim (37 °C) a protfepanim Buffer BL.

Tabulka 5 Pufr pro soupravu EpiTect® Fast Bisulfite Kit (Qiagen)

Pufr Pridani ethanolu Teplota uchovavani
Buffer BL * - Pokojova teplota
Buffer BW 30 ml ethanolu (96 - 100 %) Pokojova teplota
Buffer BD 27 ml ethanolu (96 - 100 %) 2-8°C
* Neptidavejte Carrier RNA, kontrola kvality (viz poznamka)
2. Pro kazdy vzorek pfripravte do o,5ml zkumavek reakéni smés s hydrogensifi¢itanem podle
Tabulka 6.

Dulezité upozornéni: Pfi prepravé nebo uchovavani Bisulfite Solution pfi nizkych teplotach je
mozna tvorba srazenin. V takovém pripadé rozpustte srazeninu opatrnym ohratim (37 °C) a
protrepanim Bisulfite Solution.
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Tabulka 6 Materidly pro osetfeni hydrogensifi¢itanem

Latka Na reakci
Bisulfite Solution * 85 pl
DNA Protect Buffer 15 pl
Pfipraveny a resuspendovany vzorek 4o pl
Celkovy objem na reakci 140 pl

* kontrola kvality (viz pozndmka)

Pozor: Bisulfite Solution nelze uchovavat. Jeden Bisulfite Solution Ize pouzit pouze na jediny
proces, zbytek je nutno zlikvidovat.

rychlosti, kratce odstredte a ponechte pfi pokojové teploté do pouziti.

Pozor: Je-li pH smési ve spravném rozsahu, DNA Protect Buffer zméni barvu ze zelené na
modrou. Vzorek je nutno zpracovat do 60 min.

Pouzijte termocykler s vytapénym vikem (100 °C) a naprogramuijte jej podle Tabulka 7.

Dulezité upozornéni: Pokud termocykler nelze nastavit na objem 140 pl, pouzijte nasledujici
mozny programovatelny objem. Viko neni tfeba pred zahajenim konverze predehfivat.

Tabulka 7 Konverze hydrogensiricitanem pomoci termocykleru

Krok Trvani Teplota
Denaturace 5min 95 °C
Inkubace 10 min 60 °C
Denaturace 5min 95 °C
Inkubace 10 min 60 °C
Konec reakce Udrzovat” 20°C

Konvertovana DNA m0ze z0stat v termocykleru nebo ji Ize skladovat p¥i pokojové teploté pfes noc (max. 16 h).

Umistéte o,5 ml zkumavky do topného bloku termocykleru a zahajte inkubaci.

Pozor: Po oSetfeni hydrogensifiCitanem Ize vzorky skladovat pfi pokojové
teploté pres noc (max. 16 hodin). Neuchovavejte v chladu (pfi teplotach 2 °C - 8 °C) — vzorky by
mohly precipitovat a znemoznit tak dalSi zpracovani.

11.4.2.  Purifikace konvertované DNA

6.

Po osetfeni hydrogensifi¢citanem PCR zkumavky promichejte maximalni rychlosti na vifivé
tfepacce po 3 s a kratkym odstredénim stahnéte kapky ze vnitrku vicka.

Do kazdé MinElute® Spin Column pridejte 310 pl Buffer BL.
Dulezité upozornéni: Centrifugacni kolonku MinElute® zfetelné oznacte.

Pridejte do centrifugacni kolonky vzorek (140 pl) a smés kratce 5x promichejte pipetovanim.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

Dulezité upozornéni: Nedotykejte se membrany v kolonce Spickou pipety a dbejte, aby
nevznikaly bubliny. Po 5 promichani pipetou se ujistéte, Ze je roztok homogenni a neobsahuje
vrstvy.

Do kazdé centrifugacni kolonky pfidejte 250 pl ethanolu (96 - 100 %), zavrete vicko a kratce 5x
promichejte prevracenim kolonky na cepu (180°).

Kazdou kolonku odstredujte po 30 s pfi 18 0ooo g a ujistéte se, ze kapalina prosla kolonkou do
collection tube.

Vyjméte kolonku z odstfedivky, zlikvidujte proteklou kapalinu a usadte kolonku zpét do
collection tube.

Promyvani: do centrifugacni kolonky pridejte 200 pl Buffer BW a odstredujte 30 s pfi 18 0oo g.

Do kazdé kolonky pridejte 200 pl Buffer BD a inkubujte 15min pfi pokojové teploté
(25°C-30°C.).

Po dokonceni desulfonace odstredujte kolonku po 30 s pfi 18 0oo g.
Pridejte 200 pl Buffer BW a odstredujte po 30 s pfi 18 0oo g.

Vyjméte kolonku z odstredivky, zlikvidujte proteklou kapalinu a usadte kolonku zpét do
collection tube.

Centrifugacni kolonku promyijte 400 pl Buffer BW a odstredujte po 30 s pfi 18 000 g.

Do kazdé centrifugacni kolonky pridejte 200 pl ethanolu (96 - 100 %) a odstfedujte po 30 s pfi
18 000 g.

Centrifugacni kolonku vlozte do nové 2ml zkumavky a odstfedujte po 60s pfi 18 0009 k
odstranéni zbytk0 kapaliny.

Pozor: Tento krok nevynechte —zbytky ethanolu mohou mit negativnivliv na vysledky stanoveni
GynTect®.

Centrifugacni kolonku vlozte do Cisté 1,5 ml zkumavky (neni soucasti soupravy), pridejte 20 pl
vody pfimo na stfed membrany v kolonce a opatrné zavrete vicko.

Dulezité upozornéni: Dbejte, aby nedoslo k poskozeni membrany a nepipetujte vodu na sténu
kolonky.

Centrifugacni kolonku inkubujte pfi pokojové teploté po 60 s a pak odstredujte po 60 s pfi 8000 g
(eluce).

Vizualné zkontrolujte, zda ma eluat spravny objem.

Volitelné: V této fazi Ize vzorky skladovat az tyden pfi teploté 2 °C - 8 °C nebo az 2 mésice pfi
teploté -15az -30 °C.
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11.5. PCR

Pred zahajenim PCR se presvédcte, Ze teplotni protokol PCR je naprogramovan do vhodného pristroje
pro kvantitativni PCR; snizite tak na minimum dobu mezi pfipravou a zahajenim PCR. Program pro PCR
zalozte na cobas z 480 Analyzer podle popisu na strané 19. Vysvétleni pro PCR na CFXg6 Real-Time
PCR Detection System najdete na strance 22 a dale.

11.5.1.  Pfiprava a pipetovani PCR reakce

Ddlezité upozornéni: Priprava PCR a pipetovani by nemély trvat déle nez 60 minut. Tento krok se
provadiv 1. mistnosti (prostor pro pfipravu).

Podivejte se na rozlozeni desticky popsané na strané 19 nebo na strané 22. Pozitivni kontrola (PC) musi
byt umisténa v fadku 11 a negativni kontrola (NTC) v radku 12.

1. Ke kazdému vzorku pridejte 70 pl GynTect® Water.
2. Vzorky promichejte na vifivé tfepacce po 3 s maximalni rychlosti a kratce odstredte.

3. Ze soupravy vezméte Cinidlo GynTect® Mastermix. Na kazdy vzorek pouzijte GynTect® Strip
se zelenym vickem, na pozitivni kontrolu GynTect® Strip s Cervenym vickem a na negativni
kontrolu GynTect® Strip se zlutym vickem.

4. GynTect® Strip ulozte do PCR drzaku. Dbejte na spravnou orientaci GynTect® Strip (viz
Obrazek 6).

Spravna
orientace

Obrazek 6 Orientace GynTect® Strips

5. Promichejte GynTect® Mastermix maximalni rychlosti na vifivé trepacce po 3s a kratce
odstredte.

6.  Sejméte stripy s barevnymi a okrouhlymi vicky ze GynTect® Strip a zlikvidujte je.
7. Do kazdé zkumavky na GynTect® Strip pridejte 10 pl ¢inidla GynTect® Mastermix.

Poznamka: Zpozorujete modré zbarveni. To slouzi jako opticka kontrola a nijak to neovliviiuje
vysledek stanoveni GynTect®.

Dulezité upozornéni: Kazdou zkumavku stripu napipetujte novou Spickou — GynTect® Strip jiz
obsahuji primery pro PCR.
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10.

11.

12.

13.

14.

Do kazdé z osmi jamek GynTect® Strip pridejte 10 pl vzorku.

Dulezité upozornéni: Kazdou zkumavku ve stripu napipetujte novou Spickou.
Poznamka: Zbylé eluaty vzorkd uchovejte pro pfipadné opakovani PCR GynTect®.
Ihned po pipetovani GynTect® Strips uzaviete plochymi Cirymi GynTect® Caps.

Pozor: Nedotykejte se vnitrki GynTect® Caps a GynTect® Strips. Zkontrolujte, zda jsou
GynTect® Strips pevné uzavieny. Kontrola se nejlépe provadi vizualné z boku.

Promichejte pozitivni kontrolu GynTect® maximalni rychlosti na vifivé tfepadce po 3 s a kratce
odstredte.

Do kazdé z osmi jamek GynTect® Strips pro pozitivni kontrolu pfidejte 10 pl GynTect® Positive
Control a do kazdé z osmi jamek GynTect® Strips pro negativni kontrolu pfidejte 10 pl
GynTect® Water.

Ihned po pipetovani GynTect® Strips uzaviete plochymi Cirymi GynTect® Caps.

Pozor: Nedotykejte se vnitikd GynTect® Caps a GynTect® Strips. Zkontrolujte, zda jsou

GynTect® Strips pevné uzavieny. Kontrola se nejlépe provadi vizualné z boku.

Po dokonceni pipetovani a uzavieni novych GynTect® Caps s jazycky oznaclte vSechny
GynTect® Strips (viz Obrazek 7).

Spravné oznaceni: Spatné oznaceni:
o

Pozor:

Pti oznacCovani nepiste na
GynTect® Caps — narusilo
by to svételnou excitaci a

v
A

fluorescenéni méreni.

GynTect® Caps Ize oznacit
na jazyccich na obou

FOCROC

g

2

koncich.

QOOOOQOC
ololelolele]
@lolelelele]e

&

w[@]
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7

Obrdzek 7 Oznacovdni GynTect® Strips
VSechny uzavrené GynTect® Strips promichejte po 3 s maximalni rychlosti na vifivé tfepacce a
kratce odstredte.
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11.5.2.  Provadéni PCR na cobas z 480 Analyzer

V nésleduijici ¢asti je popsano provadéni stanoveni GynTect® na systémech pro kvantitativni PCR: na
cobas z 480 Analyzer (oznaceno modre) a na CFXg6 Real-Time PCR Detection System (oznaceno
zelené). Pfi provozu pfistrojd PCR vSak také vzdy dodrzujte pokyny vyrobce.

PCR provadéjte ve 2. mistnosti laboratore.

11.5.2.1.  VytvoreniSablony PCR

Pokud jste sablonu PCR vytvorili a ulozili dfive, mdzete pokracovat bodem 11.5.2.2 Zahdjeni méreni
PCR.

1. Zapnéte cobas z 480 Analyzer a odpovidajici pocitac. Do 15 sekund musite na obrazovce pocitace
v BIOSu zvolit moznost ,User defined Workflow", aby se systém prepnul do volné
programovatelného rezimu.

2. Chcete-li vytvofit novou sablonu, zvolte tlacitko New Experiment.
Na karté Run Protocol nastavte parametr Detection Format na hodnotu SYBR Green 1/ HRM Dye

a parametr Reaction Volume na 20 pl. Naprogramuijte teplotni profil podle Tabulka 8.

Tabulka 8 Teplotni protokol PCR na cobas z 480 Analyzer

Program Number Analysis Target Acquisition Hold Ramp rate
()
Name of cycles Mode Mode (hh:mm:ss)  (°C/s) S
Q
Initialization  1x None 94 °C None 00:01:00 A L,:,’
N
Amplification 42 x Quantification 94°C  None 00:00:15 YA 80
>
66°C  Single 00:00:35 2.2 g
N
Melt curve 1X Melting 95°C  None 00:00:15 A Q
Curves
60°C  None 00:00:20 2.2
95 °C Continuous - 0.11
Cooling 1X None 37°C None 00:01:00 2.2

3. UloZte Sablonu Run-Template pod nazvem GynTect.
11.5.2.2. Zahajeni méreni PCR

Pokud jste Sablonu PCR ulozili dfive, mUZzete ji nyni vyvolat. Zkontrolujte, zda je nastaven spravny
teplotni protokol.

1. V modulu Subset Editor vytvorte doporucené rozlozeni desticky (viz Obrazek 8 a Obrazek g).
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Obrazek 8 Priklad rozloZeni desticky — Sest vzorkd pacientek

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Dulezité upozornéni: Pouzijte adaptér pro PCR stripy (Ize objednat u Roche Diagnostics GmbH).

A
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C
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H
o
QN" Obrazek 9 Priklad rozloZeni desticky — 10 vzorky, souprava GToo3-10
2\ A
S Ddilezité upozornéni: Rozlozeni destiCek neni variabilni. Pozitivni kontrola (PC) musi byt
C . v . v
< umisténa v fadku 11 a negativni kontrola (NTC) v fadku 12.
o
O\C.’I_ 2.V modulu Sample Editor definujte oznaceni vzorku.
N . v v D oay oy ' , v
9 3. Stripy vlozte do pfistroje PCR vertikalné v definovaném poradi.
S
o
O

4. Méreni PCR ulozte kliknutim na tladitko s obrazkem diskety do pfislusné slozky pod
jednoznacnym nazvem a spustte méreni kliknutim na tlacitko Start Run na karté Run Protocol.

11.5.2.3. Exportdat

Pokud méreni PCR analyzujete pfimo na pocitaci cobas z 480 Analyzer, pokracujte bodem 11.5.2.4
Nastaveni vyhodnocovani v softwaru pfistroje.

Po dokonceni PCR (Run complete) exportujte méreni PCR pomoci tlacitka ~Export" a ulozte

soubor do pfislusné slozky.
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11.5.2.4. Nastavenivyhodnocovaniv softwaru pfistroje

Pokud jste exportovali méreni PCR, spustte na jiném pocitaci software LightCycler® 480 a
otevrete/importujte méreni PCR. Jinak mUzete analyzu provést na pocitaci cobas z 480 Analyzer.

1. Zvolte algoritmus Abs Quant/Fit Point v editoru Analysis a pfipadné i nadefinovany pocet vzorkd.

2. Na karté Cycle Range nastavte parametr Background na hodnotu 5 az 20, parametry Min Offset
na hodnotu 4 a Max Offset na 19. Zkontrolujte nastaveni prvniho a posledniho cyklu (First Cycle
a Last Cycle), rozsah v parametru Cycle Range musi obsahovat hodnoty 1 az 42.

3. Na karté Noise Band zkontrolujte, zda je parametr STD Multiplier nastaven na hodnotu 12 a
hodnota Noise Band je vypocitana automaticky.

4. Na karté Analysis nastavte Threshold na o,5 a zkontrolujte, zda se hodnota parametru Fit Points
upravi na 2.
5. Nasledné nastaveni potvrdte kliknutim na tlacitko Calculate a provedte analyzu. Vyexportujte

tabulku dat kliknutim pravym tlacitkem mysi jako soubor .txt a ulozte jej do pfislusné slozky pod
jednoznacnym nazvem.

6. Vratte se do editoru Analysis a vyberte v ném algoritmus Tm Calling a pfipadné i nadefinovany
pocet vzorkd.

7. Zaskrtnéte policko Height u parametru Tm; nastaveni potvrdte kliknutim na tlacitko Calculate a
provedte analyzu. Vyexportujte tabulku dat kliknutim pravym tlacitkem mysi jako soubor .txt a
ulozte jej do prislusné slozky pod jednoznaénym nazvem.

Kapitola 11.6 popisuje analyzu a interpretaci dat PCR.
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11.5.3.  Provadéni PCR na CFXg6 Real-Time PCR Detection System

PFi provozu pfistroji PCR vsak také vzdy dodrzujte pokyny vyrobce.

PCR provadéjte ve 2. mistnosti laboratore.

11.5.3.1.  Vytvoreni Sablony PCR

1.

2.

3.
4.

Zapnéte pristroj PCR.
Naprogramujte teplotni protokol podle popisu v Tabulka g vybérem a Upravou teplotnich krokd
a casu.

Tabulka 9 Teplotni protokol PCR** na CFX96 Real-Time PCR Detection System

Programme Name  Step Number of cycles Temperature Time (m:ss)
Initialization 1 1X 94 °C 1:00

2 94 °C 0:15
Amplification 3" 42X 66 °C 0:35

4 GO TO Step 2 41X

5 1X 95 °C 0:15
Melt Curve . 65°C 0:05

6 X 95 °C 0.5 °C/cycle
Cooling 5 1X 37°C 1:00

*  Signal fluorescence je detekovan prostfednictvim ,Plate Read" ve 3. a 6. kroku, coz symbolizuje symbol kamery.
*% \/ CFX96 Real-Time PCR Detection System je vychozi rychlost ohfevu 5 °C/s. Toto nastaveni bylo pouZito pfi
validaci tohoto IVD testu.

Nastavte parametr Volume na 20 pl a teplotu Lid na 105 °C.

Ulozte Sablonu PCR Template pod nazvem GynTect.

11.5.3.2. Zahajeni méreni PCR

Pokud jste Sablonu PCR ulozili dfive, mdZete ji nyni vyvolat. Zkontrolujte, zda je nastaven spravny

teplotni protokol.

1.

GynTect® Strips vlozte vertikalné do malych jamek topného bloku pfistroje PCR. Vyberte
vhodné rozlozeni desticky (viz Obrazek 10 a Obrazek 11).
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Obrazek 10 Priklad rozloZeni desticky — sest vzorky pacientek
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Obrazek 11 Priklad rozloZeni desticky — 10 vzorky pacientek, souprava GToo3-10

Dulezité upozornéni: RozloZeni desticek neni variabilni. Pozitivni kontrola (PC) musi byt
umisténa v radku 11 a negativni kontrola (NTC) v fadku 12.

2. Pojmenujte béh vhodnym nazvem souboru. VSimnéte si, ze pred spusténim béhu se detekovany
SYBR/FAM.

11.5.3.3. Exportdat
Po dokonceni PCR exportujte méreni PCR (soubor .pcrd).

11.5.3.4. Nastavenivyhodnocovani v softwaru pfistroje
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1. Otevrete software Bio-Rad CFX a nejdfive nastavte Plate Type: BR White v polozce User > User
Preferences - Plate, Cimz uvedete, ze se pouziva bily plast.

2. Importujte soubor .pcrd.

3. Definujte rozlozeni desticky v polozce Plate Setup = View/Edit Plate. Zadejte nazev v polozce
Sample Names. Neobsazené pozice jsou oznaceny a mohou byt z analyzy vylouceny zaskrtnutim
Exclude Wells in Analysis. Rozlozeni desticky potvrdte pomoci OK.

4. Provedte nastaveni analyzy v polozce Settings (viz Tabulka 10).

23



Tabulka 10 Nastaveni analyzy na CFX96 Real-Time Detection System

Parametry Nastaveni

Cq Determination Mode  Single Threshold

Baseline Subtracted Curve Fit

Baseline Setting
Apply Fluorescence Drift Correction

Analysis Mode Target

Cycles to Analyze 1-42

Baseline Cycles
- User Defined: Begin: 5; End: 20

Baseline Threshold
Single Threshold

- User Defined: 200

5. Na karté Custom Data View vyberte Load a Preset View > Amplification + Melt. Nastavte
prahovou hodnotu v poloZce Melt Peak Chart manualné (,pretazenim a pusténim") na hodnotu
Lnula®.

6. Na karté Export vyberte Custom Export a provedte nasledujici nastaveni:
o) Format: Excel 2007 (*.xIsx)

o Data pro export = zaskrtnéte nasledujici policka
(Include Run Information Header, Well, Fluorophore, Target Name, Content, Sample Name,
Cq, Melt Temperature, Melt Peak Height)

Custom Export X ‘

! Export Format:  Excel 2007 (" xisx) ~

| Data to Export
B Include Run Information Header

Exported Columns
Wwell

Fluorophore
Target Name
Content
Sample Name

S
Q
=
@
c
S
4~
()
)
+~
QO
Q
Qe
O
Q.
\)
S
o
3
QO
g
&
n
|

q
Melt Temperature |

(] Biological Group Name Melt Peak Height ‘
|

\

|

() Well Note

[« [« > &

Quantification
|[@Ca f
() Starting Quantity |
() Cq Mean
(] Cq Standard Deviation
() Quantity Standard Deviation

Customize Column Names...
Melt Curve

P Mekt Temperature

8 Melt Peak Height

[ Mek Peak Begin Temperature
(] Mek Peak End Temperature

|
|
i
i
|
|
|
i
|
| Set as Defaut Corfiguration
|

|

|

Obrazek 12 Custom Export

7. Stisknéte tlacitko Export a ulozte soubor .xIsx pod jednoznacnym nazvem.
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11.6. Vyhodnoceni a interpretace dat PCR
Nasleduje popis analyzy exportovanych dat.
1. Otevrete vhodny tabulkovy procesor a okopirujte do néj exportovana data PCR.

2. Zformatujte data napf. tak, ze vysledky pro kazdy vzorek jsou umistény ve sloupci a vSechny
vzorky jsou zapsany jeden vedle druhého.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6 PC NTC
Marker Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm
ASTN1 37,42 82,99 35,62 84,44 38,76 82,74 31,81 83,58 36,51 83,41 28,42 84,55
DLX1 33,29 81,43 33,33 81,77 30,54 80,46 34,85 81,92 30,55 81,55 38,30 81,61 28,80 82,75
ITGA4 39,66 80,75 35,82 81,30 28,19 82,84
RXFP3 36,77 81,47 33,52 82,68 27,80 82,43
SOXa7 36,87 85,01 39,51 82,86 39,16 82,36 31,19 85,07
ZNF671 37,50 84,78 29,47 82,98 84,24 27,52 86,08
ACHE 2554 | 79,52 | 2558 | 79,88 | 2350 | 7970 | 2663 | 7990 | 2477 | 7976 | 2932 | 7980 | 2558 | 80,47 747
IDS-M 26,36 80,56 26,49 81,18 24,13 80,78 26,77 80,49 25,55 80,34 29,31 81,42 30,45 86,18
Ovéreni platnosti méreni PCR
3. Méreni PCR je platné, pokud pozitivni i negativni kontrola spliiuje nasledujici kritéria (viz

Tabulka 11).

Tabulka 11 Kritéria platnosti pro kontroly GynTect®
Pozitivni kontrola

Negativni kontrola

Rozsah denaturaénich Rozsah denaturaénich BgllslicXas
teplot (cobas) teplot (CFX)

Hodnota
Ct

ASTN1 =20,<38 80°C-86°C 78°C-86°C Z4dna hodnota”
DLX1 >20,<38 79°C-85°C 77°C-85°C Zadna hodnota®
ITGA4 >20,<38 80°C-85°C 78°C-85°C Zadna hodnota®
RXFP3 220,238 80°C-85°C 78°C-85°C Zadna hodnota®
SOX17 220,38 81°C-87°C 79°C-87°C Z4dna hodnota”
ZNF671 =20,<38 80°C-87°C 78°C-87°C Z4adna hodnota®
ACHE >20,<38 78°C-83°C 76 °C-83°C Zadna hodnota®
IDS-M >20,<38 78°C-88°C 76 °C—-88°C Zadna hodnota®

* Pozor: Negativni kontroly GynTect® by nemély mit Zadné hodnoty Ct. Pokud je u kteréhokoli markeru zjisténa

hodnota Ct, neméla by se u ni zobrazit specificka denaturacni kfivka.

Ovéreni platnosti a pozitivity vzorkd

4. Vysledek pro vzorek pacientky je platny, pokud kontrolni markery ACHE a IDS-M splniuji
nasledujici kritéria (viz Tabulka 12).

Tabulka 12 Kritéria platnosti pro kontrolni markery u vzorkd pacientek

Rl [ili-N& Ml Rozsah denaturacnich Rozsah denaturacnich
teplot (cobas) teplot (CFX)
ACHE 220,542 78°C-83°C 76 °C-83°C
IDS-M >20,<32 78°C-88°C 76 °C—-88°C
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Vysledek GynTect® pro tento vzorek je povazovan za neplatny, pokud je pfi teploté tani v
definovaném rozmezi generovana hodnota Ct > o, < 20.

U platnych vzorkd vypoctéte hodnotu ACt pro vsechny markery specifické pro metylaci, u nichz
byly zjistény hodnoty Ct a denaturacni teploty v definovaném rozsahu (viz Tabulka 13). Pouzijte
rovnici:

Vyhodnoceni ACt

ACt = Ct(Markerx) - Ct(IDS-M)

Markery specifické pro metylaci jsou pro dany vzorek ohodnoceny pozitivné, pokud vypoctené
hodnoty ACt souhlasi s hodnotami podle Tabulka 13.

Tabulka 13 Kritéria pozitivity pro markery specifické pro metylaci u vzorkd pacientek

Marker L[l A& M Rozsah denaturacnich Rozsah denaturacnich Bglefs/ilif-Wias
teplot (cobas) teplot (CFX)

ASTN1 =20, <42 80°C-86°C 78°C-86°C < 8,00
DLX2 220, <42 79 °C—-85°C 77 °C—-85°C < 9,00
ITGA4 220,542 80°C-85°C 78°C-85°C < 9,00
RXFP3 =20, <42 80°C-85°C 78 °C-85°C < 9,00
SOX1y =20, <42 81°C-87°C 79 °C-87°C < 9,00
ZNF671 =20, <42 8o0°C-87°C 78°C-87°C < 10,00

Dolezité upozornéni: Analyzujte amplifikacni a denaturacni kfivky u spornych hodnot a
parametrd kfivek. Vzorky se spornymi parametry kfivek je nutno vyhodnotit jako neplatné.

Vyhodnoceni stanoveni GynTect®

7. Pfi vyhodnoceni stanoveni GynTect® pridélte nasledujici hodnoty za kazdy pozitivni marker a
seCtéte hodnoty pro vsech sest markerd:

Tabulka 14 Hodnoty pro markery GynTect®

Marker Hodnota pfi pozitivnim Hodnota pfi negativnim
markeru markeru
ASTN1 2 o}
DLXa 1 0
ITGA, 2 )
RXFP3 2 0
SOX1y 2 o]
ZNF671 6 o]
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Je-li soucet hodnot za vSechny markery 6 nebo vice, vysledek stanoveni GynTect® pro dany
vzorek je pozitivni.

Je-li soucet hodnot za vSechny markery 5 nebo méné, vysledek stanoveni GynTect® pro dany
vzorek je negativni.

Pozitivni vysledek testu GynTect® koreluje s pfitomnosti cervikalni intraepitelidlni neoplazie nebo
karcinomu délozniho ¢ipku. Vysledek stanoveni GynTect® se nema pouzivat ke konecnému rozhodnuti
o |écbé; je tfeba jej vyhodnotit spolecné s ostatnimi klinickymi nalezy.
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12. PARAMETRY STANOVENI GYNTECT®
Zde uvadéné udaje pochazeji z cobas z 480 Analyzer.
12.1. Analyticka parametry stanoveni GynTect®
12.1.1.  Analyticka citlivost — detekce metylované DNA

Analyticka citlivost PCR stanovenibyla uréena pomoci metylované, hydrogensifi¢itanem konvertované
DNA z lidského genomu. Odpovidajici meze detekce uvadi souhrnné Tabulka 15. Sériové naredéné
vzorky byly méfeny ve tfech nezavislych testech, pokazdé v triplikdtech. Na kazdé stanoveni byly
pouzity vzorky z béznych cervikalnich stérl v mnozstvi 20-50 ng.

Tabulka 15 Analyticka citlivost PCR stanoveni — Cdst 1

Pouzité Pocet bunék  ASTNz1 ZNF671
mnozstvi DNA ve stanoveni™ Cps42 Cp=42
0,2 ng 30 bunék 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9
0,1ng 15 bunék 9/9 9/9 9/9 8/8 8/8 9/9
0,05ng 7,5 bunék 9/9 9/9 9/9 9/9 5/9 9/9
0,02 ng 3 buriky 719 8/9 6/9 9/9 6/9 819
0,01 ng 1,5 buriky 5/9 5/9 6/9 8/9 5/9 6/9
0,005 Ng <1burika 8/9 719 419 6/9 1/9 6/9
0,002 ng <1 bunka 3/9 3/9 1/9 2/9 o/9 1/9

* Jjedna burika obsahuje priblizné 6-7 pg genomické DNA

Celkova mez detekce, na které jsou metylacni markery detekovatelné ve vsech reakcich, ¢ini 15 bunék
(0,1 nQ).

Kromé toho byla podobnym experimentdm podrobena smés metylované hydrogensifi¢itanem
konvertované DNA z lidského genomu a nemetylované hydrogensificitanem konvertované DNA z
lidského genomu. V kazdém testu bylo pouzito 20 ng, respektive 200 ng DNA. Sériové nafedéné vzorky
byly méreny ve tfech nezavislych testech, pokazdé v triplikatech (viz Tabulka 16).
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Tabulka 16 Analyticka citlivost PCR stanoveni — Cast 2

Procento Celkoveé ASTNa ZNF671
metylované DNA mnozstviDNA ACp=<8 ACp =10
10 % 20ng 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9
1% 20ng 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9
0,1% 20 ng 5/8" 8/8" 8/8" 6/8" 1/8" 718"
0,01 % 20 ng o/9 9/9 3/9 2/9 o/9 419
0% 20 ng o/9g 8/9 ol9 o/9 o/9 o/9
10 % 100ng 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9 9/9
1% 100 ng 9/9 9/9 9/9 8/9 9/9 8/9
0,1% 100 ng 8/9 9/9 9/9 9/9 1/9 9/9
0,01 % 100 ng o/9 8/9 1/9 1/9 o/9 419
o% 100 ng o/9 9/9 o/9 o/9 o/9 o/9

* Jeden z deviti vzorki byl negativni pro ACHE a musel byt vyrazen.

Mez detekce pro metylacni markery byla stanovena na 1 % metylované DNA u 20 ng vzorku a 10 % u
vzorku se 100 ng DNA na jedno stanoveni.

Experiment s obohacenim vzorku pacientek o buriky SiHa ukazal, Ze pfi koncentraci alespon 3 x 105
bunék na ml Ize spolehlivé prokazat podil 0,1 % metylovanych bunék.

12.1.2.  Analyticka specificita — detekce nemetylované DNA

Analyticka specificita PCR stanoveni byla stanovena s pouzitim nemetylovanych hydrogensific¢itanem
konvertovanych PCR fragmentd o velikosti 10-12 kb reprezentujicich kompletni lidsky genom.
Experimenty byly provedeny v sndsobném stanoveni a vysledky shrnuje Tabulka 17. Platnost vzorkd
byla ovéfena pomoci ACHE. Zadny pozitivni vysledek stanoveni GynTect® se neobjevil az do
koncentrace 750 ng nemetylované hydrogensifi¢itanem konvertované DNA (biDNA).

Tabulka 17 Analyticka specificita PCR stanoven/

Pouzita DNA ASTNa DLX1 ITGA4 RXFP3 SOXa17 ZNF671
Cps42 Cp=42 Cps42 Cp=s42 Cp=42 Cp=s42

o ng nemetylované biDNA 0/3 o/3 o/3 0/3 o/3 o/3
100 ng nemetylované biDNA o/s 1/5 1/5 o/sg o/5 o/sg
250 ng nemetylované biDNA o/s5 o/s o/s5 1/5 o/5 o/s
500 ng nemetylované biDNA o/s5 1/5 o/5 o/s o/5 o/5
750 ng nemetylované biDNA 1/5 ols ols o/s o/5 o/s
75 ng metylované gDNA o/s ols o/s o/s o/5 o/5
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12.2. Presnost
12.2.1.  Opakovatelnost

Pomoci stanoveni GynTect® bylo tfikrat méreno 20 rGznych vzorkd. V kazdém ptipadé byla provedena
nova priprava vzorkd a jejich oSetfeni hydrogensificitanem. VSechny tfi experimenty provedla jedna
osoba, ale v rdznych dnech. U 16 vzorkd bylo ve 3 ze 3 méreni dosazeno stejného vysledku. 8o % vzorkd
mélo tedy opakovatelnost 100 % pfi trech pokusech.

12.2.2.  Reprodukovatelnost

Pomoci stanoveni GynTect® bylo tfikrat méfeno 20 rdznych vzorkd v nezavislych laboratofich. V
kazdém pripadé byla provedena nova pfiprava vzorkd a jejich oSetfeni hydrogensific¢itanem; byly také
pouzity rdzné pristroje PCR (cobas z 480 Analyzer resp. LightCycler Il 480). Porovnani dvou vysledkd
pro kazdy vzorek dava tfi ohodnocenina jeden vzorek (laborator a versus laborator b, laborator b versus
laboratofr ¢, laborator a versus laboratof c). Z takto ziskanych dat bylo 9o % ohodnoceni identickych.
Vysledkem vyhodnoceni platnych porovnani je 96,43 % reprodukovatelnost.

12.3. Robustnost

Zadny vliv na konecny vysledek stanoveni GynTect® nemély ani dale popsané odchylky od teplotniho
profilu méreni PCR (méfeni bylo provadéno se ¢tyfmi rdznymi vzorky a kontrolou bez matrice):

Tabulka 18 Odchylky od teplotniho profilu

Odchylka od pivodniho Uéinky na pozitivitu Prdmérny posun hodnoty Cp
protokolu GynTect® PC vSechny markery
Hybridizacni teplota 65 °C zadné <1

Hybridizacni teplota 67 °C zadné <1

Denaturacni teplota 92 °C zadné <1

Denaturacni teplota g6 °C zadné <1

Denaturacniteplota 96 °Ca
10 s denaturace a zadné az 01,12 vyssi
30 s hybridizace/elongace

Denaturacni teplota 96 °Ca
20 s denaturace a zadné <1
40 s hybridizace/elongace

Pozice vzorku v pfistroji PCR nema zadny vliv na vysledek stanoveni GynTect®.
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12.4. Parametry stanoveni GynTect® pfi klinickém pouziti
Pouzité vzorky pacientek byly ziskany z evropskych nemocnic (Némecko, Portugalsko, Slovensko).

.....

K posouzeni pouzitelnosti v klinické praxi bylo pomoci stanoveni GynTect® méreno 321 vzorkd
pacientek s témito parametry: Pap | (n =199; 62 %), CIN 1 (n = 20; 6,2 %), CIN 2 (n = 28; 8,7 %), CIN 3
(n = 64; 19,9 %), karcinom délozniho Cipku (n = 10; 3,1 %).

Klinicka citlivost a specificita byly vypocteny na zakladé stanovené mezni hodnoty.

Tabulka 19 Parametry stanoveni GynTect® pfi klinickém pouZiti

Nalez Detekce stanovenim Clo5 %
GynTect®

PapI(n=199) 4,02 % 1,75%-7,77%

CIN1(n=20) 30,00 % 11,89 % — 54,28 %

CIN 2 (n=28) 39,29 % 21,50 % — 59,42 %

CIN3(n=64) 62,50 % 49,51 % — 74,30 %

CxCa (n =10) 100 % 69,15 % —100%

Cl = interval spolehlivosti

Tabulka 20 Citlivost a specificita

Citlivost pro Specificita pro Falesné pozitivnich pro

CIN 3+ CIN 3+ Pap

67,6 % 89,9 % 4,0 %
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MEZE TOHOTO POSTUPU

Interpretaci vysledkd stanoveni GynTect® je tfeba vzdy provadét v souvislosti s vysledky
dalsich laboratornich diagnostickych postupd, a také pfitom zohlednit klinicky obraz.

Aby nevznikly chybné vysledky, je nezbytné dodrzovat specifikace podle navodu k pouziti,
napf. pipetované objemy, inkubacni doby, teploty a kroky pripravy.

Spravny zpUsob odbéru vzorkd a jejich uchovavanijsou kriticky dilezité faktory pro vysledky
testu.

U molekularné-biologickych testd nelze z principu vyloucit, ze dalsi, velmi vzacné varianty
sekvenci mohou ovlivnit vysledek testu, protoze jeSté nejsou obsazeny ve zdrojich
pouzitych pro analyzu specificity a citlivosti primerd a sond.

Provoz pristroj0 mimo specifikaci, jakoz i odchylky od popsaného testovaciho postupuy,
uvedenych podminek uchovavani, materialu, vybaveni nebo doporuc¢eného materialu
vzorkd, mohou mit za nasledek rozdily oproti dosazenym vysledkdm pfi splnéni vSech
specifikaci.

Poskytnuté interni a externi kontroly jsou pomicky ke zjisténi chyb. Nemohou vsak
detekovat vSechny mozné chyby. Uzivatel je odpovédny za validaci vSech pfipadné
provedenych modifikaci nebo — pokud je to nutné — pouzitych pfistrojd, tak aby byla
zajisténa shoda se specifikacemi pfistroj0.
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15. PRAVNI ODPOVEDNOST

GynTect® Kit se smi pouzivat pouze v souladu s jejim ur¢enym ucelem. Spole¢nost oncgnostics GmbH
neprebira odpovédnost za zadné jiné pouziti (napf. nedodrzeni tohoto navodu k obsluze a nespravné
pouziti) a pripadné skody z toho vyplyvajici.

16. DOTAZY A PROBLEMY

V pripadé dotaz0 a problém0 s produktem se obratte na prislusnou kontaktni osobu spolec¢nosti
oncgnostics GmbH.

Nase technicka podpora je vam k dispozici od pondéli do patku mezi 8.00 a 16.00 hod. na nasledujicim
Cisle: +49 (0) 3641 5548500.

Mimo tuto dobu nas mizete kontaktovat na adrese gyntect@oncgnostics.com.

oncgnostics GmbH

Lobstedter StralRe 41

07749 Jena, Némecko
Vedouci: Dr. Alfred Hansel, Dr. Martina Schmitz

Pokud béhem zpracovani cervikalnich vzorkd, provedeni PCR, analyzy dat nebo pfi selhani celého
stanoveni GynTect® kvidli neplatnosti nékteré kontroly nastane néktera z dale uvedenych chyb,
postupujte podle uvedenych pokynd.

Tabulka 21 Reseni potizi

Problém a pficina Poznamky a doporuceni

ODSTREDENI
Nedisponujete odstfedivkou na PCR Setrepejte 8jamkovy strip ddraznym pohybem
stripy/desticky zapésti tak, aby se veskera tekutina shromazdila

na dné jamek. Na vnitrku vicka nesmi ulpivat
zadné kapicky; postup podle potieby opakujte.

NEPLATNE DENATURACNI TEPLOTY

GynTect® Strip byl v PCR systému umistén Teplota denaturace na pozici B by méla

obracené o0 180°. odpovidat teploté na pozici G. Jamky Aa B
vykazuji amplifikaci u vSech GynTect® Strips
kromé negativni kontroly. Vzorky Ize analyzovat.

Amplifikacni a denaturacni kfivky jsou viditelné,  Kontaktujte spole¢nost oncognostics GmbH.

ale teploty denaturace se podstatné lisi od
pozadavkd uvedenych v navodu.
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ZADNY NEBO NEPLATNY VYSLEDEK PCR

Hodnota Cp markeru IDS-M je nad cilovou Opakujte stanoveni u daného vzorku pomoci
hodnotou. nové soupravy GynTect®.

Opakujte stanoveni u daného vzorku pomoci
nové soupravy GynTect® s pfipadnym pouzitim
vétsiho objemu vzorku (2—3 ml). Pokud bude
vysledek marker( i nadale negativni, dany
vzorek pacientky nelze analyzovat.

Prekroceni cilové hodnoty pro GynTect® Opakujte GynTect® pro vSechny vzorky s
pozitivni kontrolu a/nebo GynTect® negativni naplnénymi eluaty vzorkd (ad 8o pl vody
kontrolu. GynTect®).

17. DALSIi POZNAMKY

Regulacni oznameni zakaznikdm v Evropské unii: Vezméte prosim na védomi, ze jste povinni oznamit
prislusnému uradu a spole¢nosti oncgnostics GmbH vSechny zavazné incidenty, ke kterym dojde v
souvislosti s vyrobkem.

Aktualni verze bezpecnostniho listu pro tento vyrobek je dostupna ke stazeni na webovych strankach
(http://www.oncgnostics.com/en/downloadcenter/), nebo si ji mizete vyzadat e-mailem na adrese
gyntect@oncgnostics.com.

18. VYZNAM SYMBOLU

Symbol Vyznam Symbol Vyznam

PCR-MM Mastermix

Teplotni omezeni

A

STRIPS PCR stripy g Datum pouzitelnosti
CAPS Vicka W Postacuje pro <n> testd
CONTROL|+| Pozitivni kontrola d Vyrobce

H,O Voda I:]E Viz ndvod k pouziti
in vitro diagnostikum @ Skladujte v temnu

LOT Cislo Sarze ® Nepouzivejte opakované
REF Katalogové ¢islo c € Oznaceni CE




19. SEZNAM ZMEN

Predchozi verze Zmény

(Datum vydani)

3.5 (kvéten 2022) —  Zména usporadani, doslo ke zméné umisténi kapitol v navodu
k pouziti

—  Kapitola 11.2 Odbér vzork{
o  Upraveny podminky uchovavani cervikalnich vzork(

— Kapitola 11.5.2 Provadéni PCR na cobas z 480 Analyzer
o  Fixnipozice PC (fadek 11) a NTC (fadek 12)
o  Odstranény snimky obrazovky

—  Pfidana kapitola 11.5.3 Provadéni PCR na CFXg96 Real-Time PCR
Detection System

—  Byly pfidany nasleduijici kapitoly:

Kapitola 5 Referencni materialy

Kapitola 13 Meze tohoto postupu

Kapitola 14 Literatura

Kapitola 15 Pravni odpovédnost

Kapitola 17 DalSi poznamky

Kapitola 19 Seznam zmén

O O O O O O

20. ZKRACENY PROTOKOL
V této casti uvadime Sablonu zkraceného protokolu ve formé kontrolniho seznamu.
Pred jeho pouzitim si prectéte veskeré pokyny vcetné vsech poznamek a tip0 v kapitole 11.

Hydrogensific¢itanova souprava neni soucasti GynTect® Kit. OSetreni vzorkd hydrogensific¢itanem musi
byt provedeno pomoci soupravy EpiTect® Fast Bisulfite Kit (10).
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PRIPRAVA VZORKU

Vzorek pacientky promichejte na vifivé tfepacce po 5 s pfi maximalni rychlosti a preneste 1 ml
média do 1,5 ml zkumavky.

Odstredujte vzorek po 5 min pfi 10 0oo g.

OO O

Odstranite a zlikvidujte 9oo pl supernatantu nad peletou.

OSETRENI VZORKU HYDROGENSIRICITANEM
[ ] Pfipravte pufry ze soupravy EpiTect® Fast Bisulfite Kit podle Tabulky a.

Tabulka a SloZeni pufru pro soupravu EpiTect® Fast Bisulfite Kit (Qiagen)

Pufr Pridat ethanol

Buffer BL * -
Buffer BW 30 ml ethanolu (96—100 %)
Buffer BD 27 ml ethanolu (96—100 %)

* nepridavejte Carrier RNA, kontrola kvality

[ ] Pfipravte reakci podle Tabulky b v 0,5 ml zkumavce, promichejte na vifivé tfepadce a odstFedte.

Tabulka b Reakce s hydrogensiricitanem

Latka Na reakci

Bisulfite Solution™ 85 pl
DNA Protect Buffer 15 pl
Resuspendovany vzorek 40 pl
Celkovy objem na reakci 140 pl

* Kontrola kvality

Konverze pomoci termocykleru, zkontrolujte teplotni profil podle Tabulka 7.

Vzorky promichejte na vifivé tfepacce a kratce odstredte.

Do MinElute® Spin Column pfidejte 310 pl Buffer BL.

Pfidejte vzorek a promichejte 5x pipetovanim.

Pridejte 250 pl ethanolu (96—100 %) a 5x promichejte prevracenim kolonky na cepu.
Odstredujte kolonku po 30 s pfi 18 0oo g, a poté zlikvidujte proteklou kapalinu.
Pridejte 200 pl Buffer BW a odstiedujte kolonku po 30 s pfi 18 0oo g.

Pridejte 200 pl Buffer BD a inkubujte pfi pokojové teploté po 15 min.

Odstredujte kolonku po 30 s pfi 18 000 g.

Pridejte 200 pl Buffer BW a odstredujte kolonku po 30s pfi 18 ooo g; zlikvidujte proteklou
kapalinu.

Pridejte 400 pl Buffer BW a odstredujte kolonku po 30 s pfi 18 ooo g.

OO0 obgdbbddod

Pridejte 200 pl ethanolu (96—100 %) a odstiedujte kolonku po 30 s pfi 18 0coo g.
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OO 0o

Kolonku vlozte do nové 2ml sbérné zkumavky a odstfedujte po 60 s pfi 18 ooo g.

Umistéte kolonku do 1,5ml zkumavky, pridejte 20 pl vody a nechte inkubovat po 60s pfi
pokojové teploté.

Odstredujte kolonku po 60 s pfi 8000 g.

MozZnost preruseni prdce: v tomto bodé Ize pracovni postup prerusit a vzorky ulozit.

PRiPRAVA A PIPETOVANI PCR REAKCE

O ogdo o

Ke kazdému vzorku pridejte 70 pl GynTect® Water, promichejte na vifivé trepalce a kratce
odstredte.

Promichejte GynTect® Mastermix na vifivé tfepacce a kratce odstredte.
Odstrante barevna vicka ze GynTect® Strips, které budete pouzivat.
Do kazdé z reak¢nich jamek pridejte 10 pl GynTect® Mastermix.

Do kazdé z osmi jamek na odpovidajicich GynTect® Strip pridejte 10 pl vzorku nebo GynTect®
Positive Control nebo GynTect® Water.

GynTect® Strips uzaviete GynTect® Caps.

GynTect® Strips promichejte na vifivé tiepacce a kratce odstredte.

PROVEDENi PCR

L]

OO d

Spustte pristroj PCR, spustte software a vyberte Sablonu (GynTect).

Zadejte nazev PCR méreni a rozlozeni vzorku na desticce a zkontrolujte teplotni profil.
Ulozte méreni PCR.

Zalozte do pristroje GynTect® Strips a spustte méreni PCR.

Po dokonceni PCR provedte nastaveni vyhodnocovani a exportujte soubor .txt nebo .xslx.
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ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU PCR

[
[
[

L]

Exportované soubory (.txt nebo .xlsx) otevrete ve vhodném tabulkovém procesoru.
Zkontrolujte vysledky pozitivni kontroly a negativni kontroly u vSech markerd.

Zkontrolujte platnost a pozitivitu vsech vzorkd podle Tabulky c.

Tabulka c Kritéria platnosti a pozitivity

Marker Hodnota Ct Rozsah Rozsah ACt Kritéria
denaturacnich denaturacnich (Markerx-IDS-M)  Pro
teplot (cobas) teplot (CFX)

ASTN1 >20, <42 80°C-86°C 78 °C—-86°C < 8,00

DLX1 >20, <42 79 °C-85°C 77 °C-85°C < 9,00

ITGA4 220, <42 80°C-85°C 78 °C-85°C < 9,00 o

RXFP3 220,542 80°C-85°C 78 °C — 85 °C < 9,00 pozitivita

SOXay 220, <42 81°C-87°C 79 °C-87°C < 9,00

ZNF671 220,542 80°C-87°C 78°C-87°C <10,00

ACHE =20, 42 78°C—-83°C 76 °C-83°C

IDS-M 220, <32 78°C—88°C 76°C—88°C ] platnost

Provedte posouzeni vysledkd stanoveni GynTect®.

Tabulka d Hodnoty pro markery GynTect®

Marker Hodnota pfi pozitivnim Hodnota pfi negativnim
markeru markeru
ASTNa 2 0
DLX1 1 o}
ITGA4 2 0
RXFP3 2 o Soucet vsech hodnot = 6
5OX17 2 ° - GynTect® pozitivni
ZNF671 6 o

Pozitivni vysledek testu GynTect® koreluje s pritomnosti cervikalni intraepitelialni neoplazie
nebo karcinomu délozniho dcipku. Vysledek stanoveni GynTect® se nemd pouzivat ke
konecnému rozhodnuti o Ié¢bé; je tfeba jej vyhodnotit spolecné s ostatnimi klinickymi nalezy.
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